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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Tumorvakzine fur M UC1-positive Karzinome 

Die Erfindung betrifft Vakzmen auf der Grundiage der 
Molekulstruktur ctes menschlichen epithelialen Muzins, 
MUC1, zur Bekampfung der nach ch irurgisch er Behand' 
lung oder nach einer anderen primaren Therapie noch im 
Korper verbliebenen Tumorzellen ("minimal residual 
disease"). Inre Besonderheit besteht darin, da^ sie am 
Tbreonin der immundominanten Region {Aminosaurese- 
quenz: PDTRPAP) O-glykosidisch gebundenes a-N-Acetyl- 
galactosamin (Gal NAc) oder kurzkettige Oligosaccharide 
tragen. Die_ vorgeschlagenen Vakzinen sina bei alien 
MUC1-positiven Karzinomen prinzipieii anwendbar. 
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Beschreib img 

Die F.riindung bciri U'( neuari ige d'umorvakzinen aid der Grundlage dec Molekiilsl ruklur des menschlichen epitheliulen 
Muzins (MUC1 ), 

s Anwendungsgebici tier Rrlindung ist die [mmuniherupie von Karzinomen. 

^ Hpiiheliale Mu/.ine sind ( }\ ykoprolei no mil repemiven A rm nosauresequen/en und einern hohen Kohlenhvdralanieii. 
die leils mernbrangehunden sind. icils se/crnien werden und aut vielen Druscnepil heiien vorkommen. Das am besien he- 
kannieepiiheliale Muz;n is! das memhrungebundene MUC1. anch als PFM. PUM. FMA. MAM-0. PAS-O oder Hpisialin 
beschrieben (Finn. ().. el a!,. Immunol. Reviews 145 : 61. 1995). dessert cxirazeUuiarer Teil aus einer vanablen Ar./.ahl 

in sich wiedcrholender Finheiten aus 20 Aniinosauren bestehl. den sogenannien "Tandem-Repeats". Das MUC I isf an sieh 
kein tumorspe/.ifisches Molekiil; seine Fignung als Tumorantigen heruhr daraur'. datt sein Kohlenhydratunteil bei Tumo- 
ren qualiiuttv und quaniilutiv verandert ist (BurcheiLI. und lay lor-Papadiniiiriou J., Fpith.Ccll Biol. 2 : 155. 1993). Da- 
bei ireten neue Fpiiope auf, die vent fmniunsysiem (hunioraLe und zeltUare Abwehr) wahrgenommen werden. 

Naeh operanver Fm terming des Pnniartumors (bzw. naeh Sirahlen- oder Chemoiherapie fniuti in dor Regeldavon aus- 

15 gegangen werden. da 13 noch Tumorzeiten ini Korper verbleiben ("minimal tesidual disease") Diese "lumorzellen. die 
einc pocentieile Getahr darstellen. werden durch verschiedene korpereigeno Mechanismen bekampt't. deren Wirksanikeir 
durch eine adjuvante Immuniherapie verstarkt werden kann. Die er'fekrivste adjuvante rmmunrherapie ist die Vakz.inie- 
rung. Zwei Vbraussetzungen sind hicrt'iir errbrderlich: ersrens. daB ein geeigneres Zielundgen (1-pitop) aut den Tuiitor- 
zellen vorhanden isr. und z.wcitens. dati es gelir.gr, eine mdglichst srurk inmuinogene. vorzugswcise svnrheiische Form 

2o einer Vakzine herzustcllcn. 

Nichr-giykosvlierie Oligo-Re peat -Peptide des MUC I stellen ein geeignete:? /ie: antigen bei einer Reihe haunter Kar- 
zinome dar ( Apostolopoulos. V.. und McKenzie. f.FC. Cnt.Rev.tmniunol. 14 293, 1994). Die immundonunante' Region 
des MUC I ist das Motiv PDTRPAP. das auf jedem Tandem-Repeat vorhanden ist. Bisherige Versuehe. eine Vukzine"aur" 
der Basis eines einzeLnen Tandem- Repeals zu entwickeln. waren jedbeh nielu erLolgreich. Naeh dem bishengen Stand 

15 des Wissens isr t'iir das Zusrandekonunen der iiuniunogenen Koniormution dc-> Peptids eine Mindesllange vies Peptids er- 
Ibrderlieh. die erst bei 3 5 Tandem-Repeats erreieht wird (FonrenotJ.D.. et al.. J.Biomol.Struct.Dynr 13 : 245, 1995). 

Der Edindung liegt die Autgabe zugrunde. aut der Basis der MclekUlstruktur des menschlichen epirhelialen Mucins 
MUC I eine Tumor vakzine zu entwickeln. die insbe sonde re zur Bekamptuniz von nach anderen Therapien itu Korper 
noeh verbliebenen Tumorzellen geeignei ist. 

jo Bei der immunologischen Uniersuchung synthetischer Glykopeptide. die einem Tandem-Repeat des MUC I entspre- 
chen, wurde iiberraschend geiunden. dutf die Clykosyiierung des Threonms innerhaLb der imniundominanten Region 
PDTRPAP mil a-C.JaLNAc die Antigenitat signitikant erhohl. Bisher wardavon ausgegangen worden. daB diese Position 
bei nativem MUC I nidit g L ykosyliert ist. Zu dieser Sehlul^blgerung haiten die Annahrne. dal3 eine Glvkosy Lierung die 
Hrkennung von Pepiidepitopen in der Regel behinderr. sowie Frgebnisse von in-vitro-G!ykosv!ierungsversuchen (Stadie. 

.vS T.. et ul.. Eur.J.Biochem. 229: 140 ( 1 995 )) getuhrt. Neuesre Untersuchungen ( MuUer.S.. et al.'. J.BioLChenr. 272 : 24780. 
1997) zeigen alierdings. da3 das Threonin iiu PDTRPAP- Moli v in vivo seiir wohl glykosy lien sein kann. Aus den ge- 
nannten neuen F.rgebnissen wird geschlossen. daB die Antigenirar (und iru Zu^ammenhang daiuit auch due [mtuunogeni- 
tat) des MLX'l -Tandem- Repeals durch G iy kosy lierung des Thr iru PDTRPAP- Mod v mirtets GaLNAc oder einem kurzen 
Oligosacchariil erheblich erholit wird. Dadurch wird die inimunogene Koniormanon der irurnundoriiinar.ten Region be- 
au reils von einem einzelnen Tandem-Repeat erreicht. Die Antigenic des glykosy lierten PDTRPAP-Motivs in einem Mo- 
norepeal Liberinlfl sogar die des oligomeren. nicht gly kosy lierten Peptids. Aut' der Basis dieser 1 : .n(deckung wird \orgc- 
schlagen. Tumorvakzinen verscliied.ener MoiekulgrdBen zu eniwiekeln. die am Thr ties PDTRPAP-Mori vs durch Cj^f- 
NAc oder ein gecigneres Kur/.keitiges Oligosacchariil gly kosy lien sind. Die Autgabe der Frhndung wird gemalS An- 
spruch I gelosi. die Unteranspruche sind Vor/ugs v:irianten. 

-is Die Fif.ndung soil naehstehend durcli ein Austuhrungsbeispiei naher eriuuterr werden. 

Beispiel 1 

Anrigenitat von synihetischen, VIUC 1 -abgeleiteien (ilykopeptiden 

.so 

[;u toigenden wird die Bindung von monoklonalen Antikoipem gegen das immundorninante Motiv PD'L"RPAP des 
epirhelialen Muz.ins fiVRJCl I an syniheiische Glykopeptide dieses Muzins mit einer Lange von 20 b/.vv 21 Aniinosauren 
in einem Festphasen-rmiuunoassay ilddSA) uniersueht. Die Glykopeptide mil den Bezeichnungen Al bis A12 sind in 
Tabetle i aur'geluhn. Sic emspreehen einem iibertappenden Tandem- Repeat des MUC 1 und enthalten 5 porentielle Gly- 

55 kosy iLcrungsslellen (3> Thr. 2x Ser); Al A9 enthalren ein zusafzliches Ala. Die Glykopeptide unterscheiden sich in der 
Zahl und Position der Glykosy tierungsstellen (siehe Tabelle 1 ). A I A9 tragen als Glvkane das Thomsen-Fnedenreicli- 
Aniigen ('IT') |3-D-Gal( 1 3 )a-D-Gal_NAc-0-R. wahrend All und A 12 ledighch a-D-GaLNAc-O-R (das Tn-Anrigen) tra- 
gen. Die benui/.ten Antikorper sind: A76-A/C7 fVIaus. IgGl. Fpitop: A PDTRPAP) und MF06 fMaus. IgG L Epitop 
DTRPAP) (siehe; Rye.P.D.. Price. M.R.. eds.. LSQBN TD-4 [niernalional Works Imp on Monoclonal Antibodies aeainst 

'io MUCl. Tumor Biol. 19, Suppl.l. 1998). 
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Syntheiisehe ( Ilykopepiide; dus PepiiTenrspneh; der ( Tundsirukua- des epitkeliaJen Mu/ir.s (VIUCl ). Die miniundonu- 

nante Region isr unlersrrichen 



A: Glvkosylierunq mit TF: 

A — H — G — V — T — S — A — P — D — T — R — P — A — P — G — 3 — T — A — P — P — A 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1 5 16 17 18 19 20 21 
Peptid # Glykosyliert in Position: 



Al 


5 






A2 


10 






A3 


17 






A4 


6 






A5 


16 






A6 


5, 


17 




A7 


5, 


16, 


17 


A8 




6, 


16, 


A9 


5, 


6, 


10, 



B: Glykosylierung mit Tn : 

H — G — V — T — S — A — P — D T — R — P — A — P — G--S — T — A P P — A 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

Peptid # Glykosyliert in Position; 

All 5, 17 

A12 5, 6, 10, 16, 17 



Die Iir-ohmsse /.eigen. dutf die in Position to -iykosyherien Peptide iuu den beiden uu Hoispid v-ezeiaten Amikdmern 
siamhkanr starker bmden als Peptide, die an dicser Sietle nichr givkosvliert sind. G!vkosvlierun-en arTanderen Posiiio- 
nen smd ohne hmflul.v Subst itut ion dureh Tn oderTFist -leieh werri-. Das in diesem Beispicl denionslrierre Bindurws- 
verhairen wircl von anderen MUC 1 -Amikorpern aeieilt: es gibr aber alien Ausnahmen. Die deutlieli erhohre Antwendar 
der m Position 10 gty kosy herten Peptide luBt sich aueh in inhibit ionsversuehen ^eigen. 

Die lir^bnisse /.eigen. du8 erne ( dv kn S y lierung der inimundoniinanien Re-ion des MUC'l-Peptids mirrels Tn oderdT' 
die AnriL T enirai siirnitikani erhnht. 
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Paientanspi Y;che 

1. Tmuorvakzine. enthaUend voru ruenschlichen epiihelialen Vlu/.in VfUCl abgeleirele synrhciische Pepdde unier- 
schiedlicher Langc. die am Thrconin dor enthailenen inimundoiiiinanien Regionen PD1TIPAP gUkosyheii sind. 

2. Tuiuorvukzinc nach Anspruch 1. dadurch gekenn/.eichnel . da Li die synihctischen Pepiide cine T.iinae von > 20, 
vor/ugsvveise von 40 1 20 Aminosauren. haben. 

}. ^Tuniorvak/.ine nach Anspmch 1 und 2. dadurch gekenn/eichne!. duS die ( .11 ykosy liemng durch Monosaccharide 
crloigi. 

4. Tuinorvakzine nach Anspruch I bis }. dadurch gekenn/eichnet, datf die ( M vkosv lierung durch rxN T - Acel viuaLic- 
rosamin ! C.laiNAc ) lt['oIlU. ' * 

5. TuTiiorvak/ine nach Anspruch 1 bis 4. dadurch gekenn/eiehnei, datf die (.My kosy Uerung durch kur/keiti^c Oli- 
gosaccharide erfolgr. 

6. Yuniorvakzine nach Anspruch ! bis } und X dadurch gekenn/cichnct. daG die ( \l vkosv jierun^ durch das Disac- 
charid (ialp- 1 ..VCialNAcfX ert'olgt. ' 

7. Verwcndung der Tumorvak/ine nach Anspruch 1 bis 6 zur Bekainpt'Ling von Tinuor/clien aus Vlaiunia-. colorec- 
lalcn oder Pankrcas-kar/.i noincn ini Sinne eineraktiven spe/.ih scheu [mniunisieruna. 

fficr/.Li ! Seiref n ) /eichnun^cn 
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Ab ^ - 1 * Bindung des anti-MUCl-Antikorpers A76-A/C7 an die 
Glykopeptide A1-A9 und A11-A12. 
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A^b , 2 : Bindung des anti-MUCl-Antikorpers MF06 an die 
Glykopeptide A1-A9 und A11-A12. 
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